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Wanneer eerv blloedvat beschadlgd wordt, tredem verschillende mechan~smen In 
werkln~g om bet bloedwerl~es als yevolg hiervan te stoppen 51t  prolses wordt ook we1 
hernastase genoernd Hel stollen van bloed (coagulatie) speellt hierblj een essent~ele r61 
N e t a i s  andere blologlsche systemen 1s de hemostase sterk gereguleerd By 
beschadlgl~ng van de vaatwand moeE bloedstolllng accwwt en rnassaal optreden, echter 
we1 beperkt in plaats en t~ jd  Onder normale omstandigheden dienl ljulst dle vloerbaarhe~d 
van bloed gewaarborgd te zljln Verschlllende pro- en antrcoagulante processen maken 
een str~kte regulat~e rnogelljk Hemostase wordt vaak ~aorgesteld als een balans tussen 
deze?. pro- en anticoagulante processen vdaarblj hel voor de hand l~g t  daX b ~ j  bloedverltes 
de baUans doorslaat naar de procoagwlante zltjde De balalns kan ook ongewenst 
doorslaan naar de procoagulante jbls by trombosej of naar de anticoagulante (bw blj 
hemofilie) zljde 
Am haofdstulk 1 wordt besproken daY rowel cellula~re als met-cellulanre (humorale) 
componentelen bydragen aan hemostase BIJ vaatwandbeschad~grng bll~nden bloedpiaatjes 
aarr componenten III het vr~jgekomen, onderllggende weefsel Hlerdoor worden ze 
geac."alvee~dl en voumen op de plaats van de beschadlging een plaatjesaggregaat. Op d ~ e  
rnanier werpem ze een eerste dam op om de bloedrng te stelpen Tegelijkeadijld wordt de 
stollllng in gan~g g~ezet. DIY resul~teert rn de vorrn~lng van een fllorlineneherk dar he$ hnitiele 
plaatjesaggregaat vers'tevlgt De stoll~ng wordt gekenmerkt doo~r een reeks 
opeenvolgende react~es (cascade) zwaraa~rb~j stolfactoren, dale In lbloed aanwezlg zljn als 
niel-actleve precursors, omgezel worden In hun actleve vorm 
De stsll~ngscascade wordt ge!nrtieeud daa~dat weefselfactor (tissue 'factor, TF), dat 
wr~ljkornt blj de vaatbeschad~glng, b~ndt aalr de geact~veerde stolfactor WII (FVlla), d ~ e  rn
kle~ne haeveelheden In loloed circuleert. He! TFSFVlla cornplex actlveert FX tot FXa en 
FIX tot FIXa, welke op hun beunt cascadlegewljs een reeks van reactles in gang setten. 
Tijdens de stolllng worden meerdere macro-molecula~re complexen gevorrnd welke 
bestaan u ~ t  een act~ef enzym eln een geact~veerde cofactor geassocieerd ap een negaluef 
geladen rnembraanoppel.lrlak Het product van BBn complex IS op nrjn beurh. een 
onderdeel van elen ander complex Zo vorrnt het  produc1 van het -tFIFVlla comlplex, FXa, 
saivelli met zijn cofactor FVa het protromb~~nase-complex dat protrornb~ne (Fill actlveert 
tot trombine (Fllla), ket centrale elnzym van de stoll~lrgscascade 
Wanneer stalling IS opgetreden, rnoet de hernostatw3wi? balans snel weer hersteld 
wsrd~en Dlt gebeurt onlder lnvloed van versch~llendle antlcoagulante processen An het 
bloed z~ jn hoge concentratres enryrn remmers aanwezlig d ~ e  de geact~veerde stolkactoren 
d~rect kunnen rernlrneln Daarnaast bestaan er twee neg~atleve feedback systemen d ~ e  
zocgen dat Xromb~~nevor~rnun~g s t  u ~ t  de hand loopt 1) ttssue factor pathway lnhlib~tor 
(TFPl) remt niet de luulp van FXa specifnek het ln~t~&rendle TFlFVlla complex, 2 )  het 
protelne C/prote~ne S systeern wordt geactlveerd wanneer proleine C door t~rornb~ne 
wordt o~ngezet in geac't~ueerd proteine C (APC). In hoofdstuk 2 wardt een overzncht 
gegeven van de vesschl~llende ant~coagulante mechanlsmen en met name proteine S en 
TFPI worden In detail besproken 

versch~llende prote'fne 5 preparaten. Aan de hand van Western blot kon worden 
aangetoond dat een preparaat met relatref Iage APC-ona%ankel~jke anticoagu~lante 
adiviteit, relat~ef wern~ig multimere vormen beval, en wce versa. 
In plasrna konden geen protel'ne S naultimeren a~angetoond wardenl, hetgeen sterk 
swggereerde dat dezs vormen van proleine S ontstaan tijdens de zliliverlng van bet eivvlt 
uit plasma. Om dit u ~ t  ts zoeken werd de zuiveringsprocedure wan proteYne S onder de 
loep gerrornen De resultaten van dlt ondelzoek staan beschreven In hoofdlstuk 4 
Prate'ine S rn~ultime~ren worden inderdaad gevormd tijdens de rulveringsp~ocedure die 
standaard voor proteYne 5 gebru~kt wordt Anionen wlsselaar chvomatog~afie In hel 
bijzonder bllleek een uitgesproken multimeer-vormend vermogen le  bezntten lOok m~nder 
fysiolagische omstandigheden, soals lage pH en hog@ zoutconcentratie, versterkten de 
~mwltimeervorming. Het bleek nagsneeg onmogelljk om de vorming van multimeren 
tijdlens protei'me S zlwiverl~ng te voarkornen, ewenmin werd erin geslaagd eenrnaal 
gevormde proteine S m~ultnmeren te dnssoc~&iren~. Vewildering van mwltnmeren L H I ~  een 
protefne S preparaat d mi v l~posoomextract~e bleek eflectief, maar In het resulterende 
molnomere preparaat werdleln zeer sneI Inleuwe multirneren gevormd Bl~jkbaar leidlt de 
lsolatle van protelne S lnlt de plasma omgelring tot een situatie die miult~~meervorming 
sti~mwleert. Aangsnomen kan worden dat in gezullverd proteTne S altijd mlaltimeren~ 
aanwezig zijn Dientengevalge moet dus rekenlng worden gehoulden met hun 
aanwezigheld wanneer de anticoagulante activiteit van gezuiwerd proteine S besludeerd~ 
wordt. Reactie-omstand~gheden nnoeterr so worden gekozen dat rnultlmeren geen 
lnvloed hebben op het verIoop van het besludeerde plroces. Een mogelijkheld daartoe IS 
de fosfolip~den~concentratiie in functloneIe tests hoog genoeg te nernen. Zo wordt 
voorkomen det een belangrijk percentage van het opperwlak beret wordt door pro'ielne S 
mulltrmeren Irn Inoofdstwk 4 werd aangetoond dat de remmende act~viteit van prote"ine S 
op protrombineactivering snel afneemt bij toenemende concentratie fosfolrp~~den. Vanaf 
-10 VIM fosfal~pnden bleek de protrombineact~vering wrlgwel nret meer gersmldr te wo~rdevl 
door gezwlverd proteYne S Deze resultaten suggereerden dat proterne S de 
trombinevorml~ng n~~e l  remt door een ldlirect effect op het protromb~nasecomplex. noch 
door afscherrn~ng van \let fosfollpldenoppeswli3k, noch door drrecte lnteraclles met de 
elwrtcomponenten van het protrombiinase complex 
Omdat in plasma geen mult~~mere~n aanwezlg z~jn, lean, om effecten van multirneren 
te verm~ijden, de APC-onaflhankelijke an~ticoagulante actrvrteiit wan protelne S ook 
bestudeerd worden in een plasma systeem In plaats van een modeIsysteena met. 
gezulverde elwitten De antlcoagulante svctivite~t van proteine S In plasma w e d  Arepaald 
aan de hand wan tromblnegene~atne m~etingem, en dit is beschreven In lhoo'fdstuk 5 De 
op~pervlakte onder de tromb~negenerat~e-cuwe ( ndog~enou~s thrornbln potential, ETP) 11s 
een maat us vaor de totale hoeveelheld Vrombine dlie gevormd ns t~jdens het 
stolllngsproces De APcC-onafhankelljlke arutncoagulante act~vitelt van prote'ine S in1 
plasma kan gelkwant~ficeerd worden door de ETP, bepaald In norrnaal plasma, 'ie 
wergelljken met de ETP In datzel~fde plasma waaraan antllichamen zrpn toegevaegd die 
proteTne S newtral~seren. Om zeker te zljn da tde  APC-onafhankellijke activltelt wan 
prote'ine S gerneten werd en nlet de APC-cofa~tor act~lvltelt, werden in alle experimenten 

lager was Pro-oterne S alleen had geen effect op de TFjrFVlla actrvlte~t waaruit 
geconcludeerd kon worden dal proteine S fiungeeri als een cofarctar voor TFPl 
TFPl remt he2 TFlFVlla complex in Wee stappen In $Zap 1 brndt TFIPl met FXa (bet 
product van TFEFWlla) waarb~j de actlvjitel't van FXa geremd woodl In stap 2 interagee~rt 
#let FXaRFPI complex met TFJFWlla. Deze lnteractie resulteerl in eerr hech~t qluaternair 
comlplex waarin osk FVlla geremd 1s. Krnetische analyse toonde aan dat prate'ine S de 
ramming van FXa door TFPl (stap 1) beinvloedt, door de remmingsconstante (KO) van 
het FXaJ'T'FPI Ggrnplex -1 0 k e I r  te verlagen Hierdoor IS er dius enerrljds meer FXanFPl 
beschikbaar, waardoor de rernming van TFlFVlla snelUer verloapt Andersijds is er 
minder FXa besclhlkbaar voor procoag~ulante reactlies zoals de activering van 
prolrornbine Werdere analyse toonde aan dat ide aaniwezigheid van een negatlef 
geladen fasfol~pidlen oppervlak essent~eel is voor de TFPI-cafactor activ~te~t van prote~ne 
S. 
In hoofdstwk 7 hebben we de resulltaten, beschreven In hoofdstwk 3 tot en met 6, In 
verband gebracht met reeds gerapporleerde bewind~~ngen en in een breder perspectlef 
geplaatst. Het orrdlerzaek beschreven in dit proefschr~fl h~eeR een b~jdrage geleverd aan 
de opheldering van het mechanisrne van de, APC-o~nafhankel~jke anZicoagwllante activite~lt 
van proteiine S Eerr belangrijke waarnernlng IS dat protei'ne S de stolllng nllet remt door 
verstaring van her protro~mbinause-complex, zoals eerder gedacht, maar fungeert als een 
cofauctor voor TFPl ern op die manrer de initiatie van stalling beinvloedt Deze bevindlng 
onderschrljft het belang van prateYne S als anticoagulante factor. Meer ondeszoek is 
nodig om het m~oleculal~re mechanlsme waarrnee proteine S de interact~e twssen FXa en 
TFPl bevordert. te Ikarakteriserem 
